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(54) Title: COPPER AGONIST THAT BINDS ON THE COPPER BINDING SITE OF APP AND/OR EXERTS AN INHIBITING 
EFFECT ON THE RELEASE OF AMYLOID Afi PEPTIDE 

(54) Bezcichnung: KUPFERAGONIST, DER AN DIE KUPFERBINDUNGSSTELLE VON APP BINDET UND/ODER EINE HEM- 
MENDE WIRKUNG AUF DIE FREISETZUNG DES AMYLOID-A0-PEPTIDS AUSOBT 

(57) Abstract 

The invention relates to copper agonists that bind on the copper binding site of APP and/or exert an inhibiting effect on the release 
of the amyloid Afi peptide participating in the emergence of Alzheimer's disease. The invention also relates to the drugs containing said 
copper agonists or to the utilization of said copper agonists for the preparation of a drug for the prevention and/or treatment of Alzheimer's 
disease. The invention further relates to a method for identifying copper agonists having the desired effect described in the invention. 

(57) Zusammcnfassung 

Beschrieben werden Kupferagonisten, die an die Kupferbindungsstelle von APP binden und/oder eine hemmende Wirkung auf die 
Freisetzung des Amyloid-A/?-Peptids ausiiben, das an der Entstehung der Alzheimer Krankheit beteiligt ist. Ausserdem werden diese 
Kupferagonisten enthaltende Arzneimittel bzw. die Verwendung der Kupferagonisten zur Herstellung eines Arzneimittels zur Prevention 
und/oder Behandlung der Alzheimer Krankheit beschrieben und schliesslich noch ein Verfahren zur Identiftzierung von Kupferagonisten 
mit der fur die erfindungsgemassen Zwecke gewDnschten Wirkung. 
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Kupferagonist, der an <iie Kupf erbindungsstelle von 
APP bindet und/oder eine hemmende Wirkung auf die 
Freisetzung des Amyloid-AE-Peptids ausiibt 

Die vorliegende Erfindung betrifft Kupf eragonis ten, die an die 
Kupf erbindungsstelle des Amyloid- Precursorproteins (APP) 
binden und/oder eine hemmende Wirkung auf die Freisetzung des 
Amyloid-A£-Peptids austiben, das. an der Entstehung der 
Alzheimer Krankheit beteiligt ist. Die vorliegende Erfindung 
betrifft ferner diese Kupf eragonisten enthaltende Arzneimittel 
zur Prevention und/oder Behandlung der Alzheimer Krankheit. 
Schliefilich betrifft die vorliegende Erfindung auch Verfahren 
zur Identif izierung von Kupf eragonisten mit der fur die erfin- 
dungsgemaSen Zwecke gewiinschten Wirkung. 

Das B-Amyloidpeptid (SA4, AS) , der prinzipielle Bestandteil 
seniler Plaques und das zerebrovaskulare Amyloid der Alzheimer 
Krankheit, entstehen durch auf einanderf olgende proteolytische 
Spaltungen mit 6-Secretase und Y" Secretase aus dem groEeren 
integralen Membran-Amyloid-Precursorprotein (APP) , dessen 
hauptsachliche Isoformen 695 (APP695) , 751 (APP751) oder 770 
(APP770) Aminosauren enthalten (Hardy, J. , Trends Neurosci 20, 
S. 154-159 (1997)). Die APP-Prozessierung innerhalb der A£- 
Domane durch die a-Secretase verhindert die Amyloidbildung und 
fuhrt zur Freisetzung des p3-Peptids, das die AS-Reste 17- 
40/42 enthalt (Figur 1) . Die Spaltung von APP mit der Ct- 
Secretase oder E-Secretase erzeugt losliche APP-Fragmente 
(sAPPa und sAPPS) , die die APP-Ektodomanen darstellen, die in 
den extrazellularen Raum abgegeben werden. 

Die physiologische Rolle von APP ist zwar nicht bekannt, APP 
teilt jedoch einige Merkmale mit Zelladhasionsmolektilen und an 
der Wundheilung beteiligten Molekiilen. Dazu zahlen beispiels- 
weise die Bindungsstellen von APP fur Heparinsulf at , Kollagen, 
Laminin, Proteasen, Lektine und Metallionen. 

Die bisherigen Versuche der Behandlung der Alzheimer Krankheit 
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bestanden darin, die Bildung des Amyloid-A£-Peptids durch die 
Verabrei chung von Verbindungen zu blockieren, die die bisher 
nicht identif izierte (3-Secretase oder Y* Secret ^ se blockieren 
(Hooper et al . , Biochem. J. 321, S. 265 - 279 (1997)). 
Allerdings fiihrt die Hemmung dieser Proteasen zu unerwiinschten 
Nebenwirkungen, da diese Proteasen an der Prozessierung 
verschiedener Transinembranproteine beteiligt sind. Bisher 
konzentrierte sich die Behandlung der Alzheimer Krankheit und 
anderer Demenzf ormen auf die Verbesserung der Stof f wechsel- 
vorgange im Gehirn und die Substitution bestimmter def izitarer 
Neurotransmitter oder auf die Hemmung der die Krankheit 
beglei tenden Entziindungsprozesse . Diese Medikamente 
dif f erenzieren aber nicht zwischen den verschiedenen 
Demenzf ormen, sondern zielen auf die bei alien Demenzen zu 
beobachtenden, sekundaren Beglei terscheinungen. 

Somit liegt der vorliegenden Erfindung das technische Problem 
zugrunde, Mittel bereitzustellen, die fur eine Prevention oder 
Behandlung der Alzheimer Krankheit von Nutzen sind. 

Die Losung dieses technischen Problems wurde durch die 
Bereitstellung der in den Patentanspriichen gekennzeichneten 
Ausftihrungsf ormen erreicht. 

Es wurde herausgef unden, dafi APP an zwei definierten Stellen 
spezifisch mit Zn(II) und Cu(.II) interagiert. Die Bindung von 
Cu(II) fuhrt zu einer Oxidation von zwei Cysteinen von APP, 
was zu der Bildung eines zusatzlichen Cystins fiihrt. Eines der 
zwei dadurch erzeugten Elektronen reduziert das gebundene 
Kupfer(II) zu Kupfer(I); das Schicksal des anderen Elektrons 
ist jedoch bisher nicht geklart. 

Es zeigte sich nun, da£ die Zugabe von Kupfer (II) bei 
Saugerzellen zu einer Steigerung der Freisetzung der APP- 
Produkte des ot-sekretorischen Stof f wechselwegs (sAPPoc und p3 ) 
und einer Abnahme der Freisetzung der Produkte des p-sekreto- 
rischen Stof f wechselwegs (p3 . 5 und des an der Alzheimer 
Krankheit beteiligten A{5) bewirkt . Somit kann die Alzheimer 
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Krankheit wirksam und spezifisch dadurch verhindert oder 
behandelt werden, daS Verbindungen verabreicht werden, die als 
Kupf er agonist en wirken, d.h. , an die Kupf erbindungss telle von 
APP binden und/oder dessen physiologische Wirkung nachahmen 
konnen, d.h., die Bildung des Arayloid-A|3-Peptids verringern 
oder verhindern konnen. Da bei der Kupf erbindung durch APP 
auch sehr toxische Cu(I)-Ionen erzeugt werden, verfiigen diese 
agonistisch wirkenden Molekule liber die zusatzliche 
Eigenschaft, die Zellen vor einer Schadigung durch die Cu(II)- 
Bindung von APP zu bewahren und somit die Bildung von 
reaktiven, durch Kupfer und Wasserstof fperoxid erzeugten 
Sauerstof formen verhindern zu konnen. 

Somit betrif f t eine Ausf iihrungsf orm der vorliegenden Erf indung 
einen Kupf eragonisten, der dadurch gekennzeichnet ist , daE er 
an die Kupf erbindungss telle des Amyloid- Precursorproteins 
(APP) bindet und/oder die Freisetzung des Amyloid-A£-Peptids 
verringert oder verhindert . 

Der hier verwendete Ausdruck tt Kupfer agonist" betrif ft jede 
Substanz, beispielsweise eine anorganische oder organische 
Verbindung, die an die Kupf erbindungss telle von APP binden 
kann und/oder die Freisetzung des Amyloid-A0-Pept ids 
verringern oder verhindern kann. Bevorzugte Kupf eragonisten 
sind divalente Metallionen, die in physiologisch hohen 
Konzentrationen mit Kupfer um die Bindungss telle am APP- 
Molekul konkurrieren konnen, z.B. 20-200 mM Mg(II) , bevorzugt 
100 mM Mg(II); 20-200 mM Ca(II), bevorzugt 100 mM Ca(II); 
0,05-20 mM Zn(II), bevorzugt 100 jiM-1 mM Zn(II) etc.. Weitere 
bevorzugte Kupf eragonisten sind Oligopeptide, Oligonukleotide , 
Oligosaccharide oder Nukleotidanaloga, die hauptsachlich uber 
ihre dreidimensionale Struktur Kupfer nachahmen und gemaS 
Schlussel-Schloss-Prinzip an die Kupf erbindungsstelle binden. 
Die Oligopeptide konnen in einer bevorzugten Ausf iihrungsf orm 
auch eine der Kupf erbindungsstelle entsprechende Seguenz 
enthalten und diese dadurch besetzen. Weitere bevorzugte 
Kupf eragonisten werden erhalten aus kauflichen chemischen Sub- 
stanzbibliotheken oder sind neue chemische Verbindungen 
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(Kombinationschemie) oder niedermolekulare Naturstoffe 
isoliert aus Mikroorganismen bzw. Pflanzen^. Auch diese 
Verbindungen wirken tiber ihre dreidimensionale Struktur, die 
die Eigenschaf ten und GroSe von Kupfer nachahmen ohne dessen 
negative Eigenschaf ten zu haben. 

Die Wirkung als Kupf eragonist beruht also bevorzugt darauf, 
da£ die Substanz spezifisch und mit einer hoheren Affinitat 
als Kupferionen an die Cu-Bindungsstelle des APP bindet oder 
spezifisch an den Sequenzbereich von APP bindet, der fur die 
Kupf erbindung verantwortlich ist und dort (sterisch) eine 
weitere Bindung von Kupfer verhindert bzw. die Kupferionen von 
dort verdrangt. Kupf eragonisten sind solche kompetitiv (fur 
die Kupf erbindungss telle) und 1 nicht-kompetitiv bindenden 
Liganden, die die physiologische Wirkung von Kupfer nachahmen 
konnen. Kupf eragonisten im Sinne der vorliegenden Erfindung 
sind auch solche Substanzen, die nicht an die Kupferbin- 
dungsstelle binden, aber z.B. die Konf ormation von APP 
stabilisieren, die fur den Kupf er-APP-Komplex charakteristisch 
ist, d.h.. die physiologische Wirkung von Kupfer an anderen 
Bindungsstellen (auSerhalb der direkten Kupf erbindungss telle) 
nachahmen konnen. 

Der hier verwendete Ausdruck "Freisetzung des Amyloid-Ap- 
Peptids. verringern oder verhindern" bezieht sich auf eine 
Wirkung des Kupf eragonisten, die als ausreichend bezeichnet 
werden kann, urn eine preventive oder therapeutische Wirkung 
hinsichtlich der Alzheimer Krankheit zu erzielen. 

Der Fachmann ist in der Lage, geraaS tiblicher, auf dem 
Fachgebiet gebrauchlichen Verfahren Stof fe mit der vorstehend 
beschriebenen Wirkung als Kupf eragonisten zu identif izieren 
und herzustellen. Bei nicht-natiirlichen Agonisten (z.B. 
kleine, organisch-chemische synthetisierte Substanzen, die als 
sog. Bibliotheken vorliegen) , Oligonukleotiden, Oligopeptiden 
und Nukleotidanaloga erfolgt die Synthese nach den^ tiblichen 
Verfahren, die dem Fachmann hinreichend bekannt sind. Die 
Identif izierung der Substanzen als mogliche Agonisten kann 
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iiber die Af f initatschromatograf ie erfolgen, z.B. mit der 
" BIAcor e- Technik " . Dabei werden vorstehend genannte 
Verbindungen auf eine Bindung an APP getestet, insbesondere an 
die Domane des APP, die die Kupf erbindungss telle beiinhaltet. 
Anschliefiend werden die identif izierten Liganden auf einen 
Effekt auf die APP-Prozessierung im Zellkultursystem getestet, 
z.B mittels Kompetitionsassays mit geeigneten Antikorpern. 
Dariiber hinaus kann der Fachmann ebenfalls mittels ublicher 
Verfahren, beispielsweise analog den in den Beispielen 4 und 5 
beschriebenen Verfahren testen, ob die identif izierten Agoni- 
sten fur den Patienten vertraglich sind und ggf. eine Dosis- 
Wirkungskurve aufstellen. Das erf indungsgemafie Verfahren zur 
Identif ikation eines Kupf eragonisten, der an die Kupferbin- 
dungsstelle von APP bindet und/oder eine hemmende Wirkung auf 
die Freisetzung des Amyloid-Afi-Peptids ausubt, ist deshalb 
durch f olgende Schritte gekennzeichnet : 

(a) I n k o n t a k t b r i n g e n von APP oder eines die 
Kupf erbindungsstelle tragenden Fragments davon mit 
verschiedenen Konzentrationen einer Verbindung, die 
potentiell die obige Wirkung hat, 

(b) Nachweis einer Abnahme des AS-Proteins . 

In einer bevorzugten Ausf iihrungsf orm ist das Verfahren durch 
f olgende Schritte gekennzeichnet: 

(a) I n k o n t a k t b r i n g e n von APP oder eines die 
Kupf erbindungsstelle tragenden Fragments davon mit einer 
sich in Losung befindenden oder immobilisierten Sub- 
stanzbibliothek bzw. mit niedermolekularen Substanzen aus 
Mikroorganismen und/oder Pflanzen, 
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(b) bei Verwendung einer sich in Losung befindenden 
Substanzbibliothek oder flussigen niedermolekularen 
Substanzen Immunprazipitat ion des Kupfer- 
bindungsstelle/Liganden-Komplexes aus der Losung mit 
Antikorpern, die fur APP oder das Fragment dayon 
spezifisch sind oder bei Verwendung einer immobilisierten 
Substanzbibliothek Freisetzung des Liganden aus dem 
Kupferbindungsstelle/Liganden-Komplex durch Zugabe von 
Kupf ersalzen, 

(c) Identif ikation des Liganden, und 

(d) Selektion von Liganden, die durch kompetitive oder nicht- 
kompetitive Bindung an die Kupf erbindungsstelle von APP 
oder an anderen Stellen von APP eine hemmende Wirkung auf 
die Freisetzung des Amyloid- AS- Peptids ausliben, 

wobei wahlweise Schritt (d) auch vor Schritt (c) erfolgen 
kann. 

Unter einem "Ligand" ist erfindungsgemaE jede Substanz zu 
verstehen, die im Rahmen des obigen Verfahrens mit der 
Kupf erbindungsstelle oder anderen Stellen von APP eine Bindung 
eingeht . 

Die oben erwahnten Antikorper sind beispielsweise monoklonale 
oder polyklonale Antiseren, die APP erkermen und sich fur eine 
Immunprazipitation eignen. Sie sind kauflich zu erwerben, z.B. 
Fa, Boehringer Mannheim, Fa. Dianova, Fa. Sigma. Weitere 
geeignete Antikorper, die sich zum Nachweis von APP, APP- 
Komplexen und von AS40 (Isoform von AS mit 40 Aminosauren; s. 
Fig. 1) bzw. A642 (Isofoorm von AS mit 42 Aminosauren, s. Fig. 
1) eignen, sind in Ida et al . , J. Biol. Chem 271, S. 22908- 
22914 (1996) sowie Weidemann et al . , Cell 57,. S. 155-126 
(1989) beschrieben. 

Als Substanzbibliotheken werden Sammlungen von organisch- 
chemischen Verbindungen benutzt, die aufgrund einer 
Zuf allssynthese urn " lead" -Substanzen entstanden sind. Diese 
Bibliotheken konnen kauflich erworben werden (z.B. Fa. 
Morphosys, Munchen; Fa. Analytikon, Berlin) . oder von 
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chemischen Labors in Kooperation hergestellt werden (2.B. neue 
chemische Verbindungen mit Kombinationschemie) . 
Niedermolekulare Substanzen aus Mikroorganismen und Pflanzen 
konnen mit Hilfe der BIAcore-Technik isoliert werden. 

Das Inkontaktbringen geschieht entweder in Losung oder mit 
immobilisiertem APP bzw. Fragmenten von APP. Die gebildeten 
Komplexe werden aus der Losung mit Hilfe von Antikorpern 
prazipitiert und anschlieSend durch Fluoreszenz, 
Radioaktivitat oder an.alytische Verf ahren, wie 
Massenspektroskopie , Gaschromatograf ie usw. nachgewiesen. 

Ein geeignetes APP- Fragment wird bestinunt, indem man zunachst 
die Bindung der Testsubstanzen an das gesamte APP testet und 
anschliefiend nach und nach kurzere Fragmente testet, die 
dieselben Bindungseigenschaf ten besitzen wie das Molekul der 
vollen Lange . 

Eine weitere Moglichkeit der Durchfuhrung des Schrittes b) 
erfolgt mit Hilfe der Af f initatschromatograf ie, z.B. BIAcore, 
d.h. es werden entweder APP-Molekiile oder seine Liganden auf 
einer Trageroberf lache immobilisiert . Danach wird das 
entsprechende Molekul auf diese Oberf lache injiziert und wenn 
eine Bindung stattgef unden hat, Kupfersalze injiziert, um die 
Bindung wieder zu losen. Dieser Vorgang kann mit der 
Biosensor-Technik direkt verfolgt werden. 

In einer bevorzugten Ausf iihrungsf orm des erf indungsgemafien 
Identif ikationsverf ahrens umfaBt Schritt (d) die Inkubation 
von stabil mit humanem APP695 transf izierten Saugerzellen mit 
dem aus den Schritten (a) bis (c) erhaltenen Liganden und die 
Bestimmung der Produktion des Amyloid-Afe-Peptids mit 
polyclonalen oder monoclonal en Antikorpern. Als Assays kommen 
dabei Immunpr a z ip i t a t i on mit anschl i eEender SDS- 
Gelelektrophorese, ELISA und Immunprazipitations -Western-Blot 
in Frage . 

Alternativ kann dabei auch so vorgegangen werden, daS bei 
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Schritt (d) der aus den Schritten (a) bis (c) erhaltene Ligand 
an transgene Mause, die das humane Amyloid-A£-Peptid 
exprimieren, verabreicht wird. Anschlie&end erfolgt die 
Gewinnung einer Probe aus dem ZNS Oder dem Blut aus der 
Schwanzvene und die Bestimmung der Produktion des Amyloid-A£- 
Peptids mit polyclonalen oder monoclonalen Antikorpern (z.B. 
Fa. Dianova, Fa. Boehringer Mannheim, Fa. Sigma und eigene 
Antikorper [Ida et al., J. Biol. Chem, 271, S. 22908-22914, 
1996] ) . Dieses alternative Verfahren stellt einen in-vivo Test 
der identif izierten Liganden dar. Dabei ist die Vorgehensweise 
(einschl. der benutzen Methoden) sehr ahnlich zu dem 
vorstehend beschriebenen Zellkulturexperiment . Anstatt die 
gebildeten APP-Fragmente im Zellkulturuberstand oder 
intrazellular nachzuweisen, erfolgt der Nachweis dieser 
Fragmente bei Mausen im Serum. Die Nachweisverf ahren 
entsprechen denen des Zellkulturexperiments . 

Die vorliegende Erfindung betrifft ferner Arzneimittel , die 
den erfindungsgemaSen Kupf eragonis ten enthalten. Diese 
Arzneimittel enthalten gegebenenf alls zusatzlich einen 
pharmazeutisch vertraglichen Trager. Geeignete Trager und die 
Formulierung derartiger Arzneimittel sind dem Fachmann 
bekannt. Zu geeigneten Tragem zahlen beispielsweise Phosphat- 
gepufferte Ko c h s a 1 z 1 o s ungen , Wasser, Emulsionen, 
beispielsweise 6l/Wasser-Eraulsionen, Netzmittel , sterile 
Losungen etc. Die Verabreichung der Arzneimittel kann oral 
oder parenteral erfolgen. Zu den Verfahren fur die parenterale 
Verabreichung gehoren die topische, intra-arterielle , 
intramuskulare , subkutane, intramedullare , intra thekale , 
intraventrikulare , intravenose , intraper i toneale oder 
intranasale Verabreichung. Die geeignete Dosierung wird von 
dem behandelnden Arzt bestimmt und hangt von verschiedenen 
Faktoren ab, beispielsweise von dem Alter, dem Geschlecht, dem 
Gewicht des Patienten, dem Stadium der Erkrankung, der Art der 
Verabreichung etc.. 

Somit betrifft die vorliegende Erfindung ferner die Verwendung 
des vorstehend beschriebenen Kupf eragonisten zur Herstellung 



BNSDOC1D: <WO OOSl632A2_l_> 



WO 00/51632 PCT/DE00/00693 

9 

eines Arzneimittels zur Prevention oder Behandlung der 
Al zhe imer Krankhe i t . 

Die Erfindung wird weiter anhand der Figuren beschrieben, 
welche zeigen: 

Fia.l: Prozessierung des Amvloid-Precursorproteins (APP770) zu 
AS, r>3 . 5 und p3 . 

Einbuchstabencode; die weiEen Buchstaben bezeichnen die 
Aminosaureseguenz von Afel-40/42. Die ungefahre Lage der 
Epitope fur die Antikorper ist unterhalb der Seguenz mit 
schwarzen Balken angegeben. 

Fig. 2: Immunpraz imitation von c-mvc-getaggtem APP695 

Aus dem Lysat (myc-APP695 ) und dem konditionierten Medium 

(myc-sAPP695) des Wildtyps (a, CH0-K1) und aus Kupfer- 
resistenten CHO-Zellen (b, CHO-CUR3 ) wurde mit polyclonalen c- 
myc-Antikorpern 18/47 eine Immunprazipitation vorgenommen . Die 
prazipitierten Proben wurden nach Transfer auf eine Nitrozel- 
lulosemembran mit dem monoclonalen APP-Antikdrper 22C11 
immungeblottet . Kontrolle: Medium ( tt mock/s w ) und Lysat 

(* v mock/c) von w mock w -transf izierten Zellen . 

Fig. 3: Immunprazipitation von Holo-APP695 aus dem Lvsat (a), 
loslichem APP695 (b) und Aft und p3 aus dem Medium (d) von 
metabolisch markierten CUR3-Zellen mit anti-APP (22734/6; 
polvklonales Serum aus Kaninchen. das durch Immunisierung mit 
in Bakterien produziertem APP gewonnen wurde, s . Fig. 1) oder 
anti-Ag (730; polvklonales Serum aus Kaninchen, das durch 
Immunisierung mit svnthetisch herges tell tern A£40-Peptid 
gewonnen wurde) nach vierstundiger Inkubation in der Geaenwart 
der Kupf erchelatbildner Bathocuproin (BC) und D-Penicillamin 
(PEN) in normalem Medium (CM; Basalmedium-Kupf er enthaltend) 
oder in Medium, das die anaeaebenen Kupf erkonzentrationen 
enthielt 

Das Auftreten von SAPP695 als Dublette (b) bei hoheren 
Kupf erkonzentrationen beruht auf seinem unterschiedlichen 
Sialinsaure-Gehalt . Ein etwas uber der Afi-Bande laufendes 
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Fragment (d) tritt bei geringen Kupf erkonzentrationen auf und 
wird vermutlich durch Spaltung mit 5- und y-Secretase erzeugt 
(siehe auch Figrur 1) . Die in diesem Experiment gemessenen 
relativen Mengen an cAPP (of fene Dreiecke) , sAPP (of fene 
Quadrate) und gesamtem sezernierten Protein (schwarze Karos) 
wurden als Prozentsatz an Radioaktivitat quantif iziert , der 
bei Basalmedium-Kupf erkonzentrat in c) erhalten wurde; AS 
(of fene Quadrate) , p3 (of fene Dreiecke) und sAPP (schwarze 
Karos; die von demselben Experiment wie in (c) stainmenden 
Daten sind zum besseren Vergleich gezeigt) in (e) . Die Daten 
entsprechen den Durchschnittswerten aus drei unabhangigen 
Experimented w 0" /JM und w l" /iM Kupfer in (e) bezeichnen 
Inkubationsbedingungen fur Kupferentzug (PEN/BC) und Kupfer im 
Basalmedium (CM; 0,8 fM) . 

Fia.4: Immunprazioitation von Holo-APP695 aus dem Lvsat (a), 
loslichem APP695 (b) und AS und r>3 aus dem Medium (d) von 
metabolisch markierten Kl-Zellen mit anti-APP (2273 4/6) oder 
anti-AS (730) nach vierstundiaer Inkubation in d er Geaenwart 
der Kupf erchelatbildner Bathocuoroin (BC) und D- Penicillamin 
(PEN) in normalem Medium (CM; Basalmedium-Kuof er enthaltend) 
oder in Medium, das die angeaebenen Kuof erkonzen trationen 
enthielt, quantif iziert wie in Fiour 3, 

Der endogene Spiegel von sAPP751/77 0 ist in Kl-Zellen hoher 
als in CUR3-Zellen (siehe Figur 2) und wird auch durch die 
Kupf erkonzent rat ion beeinfluSt und wurde daher quantif iziert . 
Die Daten stellen die Durchschnittswerte aus zwei unabhangigen 
Experimenten dar. Die in diesem Experiment gemessenen 
relativen Mengen an cAPP (offene Kreise) , sAPP695 (offene 
Quadrate) , sAPP751/770 (offene Dreiecke) und an gesamtem 
sezerniertem Protein (schwarze Karos) sind in c) 
•quantif iziert . AS (offene Quadrate), p3 (offene Dreiecke) und 
SAPP695 (schwarze Karos; die Daten des gleichen wie in c) 
gezeigten Experiments in (e) . w 0" (M und "1" fM Kupfer in (e) 
bezeichnen Inkubationsbedingungen fur Kupferentzug (PEN/BC) 
und Kupfer im Basalmedium (CM; 0,8 fM) . Ein etwas iiber der A£- 
Bande laufendes Fragment (d) tritt bei geringen 
Kupf erkonzentrationen auf und wird vermutlich durch Spaltung 
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Fig. 5: Ouantif izieruna der relativen Spiegel an SAPP695, o3 
und AS, die von konditioniertem Medium von CHO-Kl-Zellen (a) 
und CHO-CUR3-Zellen (b) immunorazir>i tiert wurden 
Die Zunahme an SAPP695 (schwarze Karos) erreichte in Kl-Zellen 
ein Maximum bei 10 //M Cu(II) (a) und in CUR3-Zellen bei 50 [M 
Cu(II) (b) ; danach erfolgte wieder eine Abnahme . Die 
Veranderung des sAPP-Spiegels (offene Dreiecke) trat im 
Vergleich zu den Veranderungen mit dem p3-Protein, das den 
Maximalspiegel bei etwas geringeren Cu ( II ) dosierungen 
erreichte, spater ein, was hochstwahrscheinlich durch die 
hohere Halbwertszeit im Vergleich. zu sAPP bedingt ist. Im 
Gegensatz dazu stiegen die AJS-Spiegel (schwarze Quadrate) in 
beiden Zellinien bei Cu ( II ) -Konzentrationen unter dem 
Basalspiegel drastisch an. Der erste Datenpunkt wurde bei der 
basalen Kupf erkonzentration ermittelt (0,8 /iM Cu(II)). 

Die nachstehenden Beispiele veranschaulichen die Erfindung. . 

Beispiel Is Allgemeine Verfaliren 

Zellinien und Transf ektionen 

CHO-Zellen wurden mit einem c-myc-getaggtem APP695-Vektor 
(Peraus et al . , J. Neurosci 17, S. 7714-7724 (1997)) oder mit 
dem Express ions vektor (pcDNA3) mittels einer hochef f izienten 
Kalziumphosphat-Transf ektion (Chen et al . , Biotechniques 6, S. 
632-638 (1988) transf iziert . Die pSP65 (Fa. Invitrogen) -N-tag 
APP 695-DNA wurde in den Vektor pcDNA3 ( Invitrogen/ ITC 
Biotechnology, Heidelberg) unter Verwendung der Smal- bzw. 
EcoRV-Clonierungsstellen cloniert. Die Transf ektionsef f izienz 
wurde mittels Iramunprazipitation von APP mit polyclonalem 
Kaninchen-anti-c-myc-Antikorper (18/47; erzeugt gegen die 
Aminosauresequenz EQKLISEEDL der c-myc- Sequenz ,- von 
Eurogentec, Seraing, Belgien) und Immuhblotts mittels dem 
monoclonalen Maus-Antikorper 22C11 (Boehringer Mannheim) in 
dem "ECL"-Nachweissystem (Amersham, Braunschweig) uberpruft. 
Die parentalen CHO-Kl-Zellen sowie die Kupf er-resistente 
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Zellvariante CUR3 wurden bei 37°C in "Eagles" -Medium (BME) 
gezuchtet, dem 2 rnM L-Glutamin, 0,1 raM Prolin, 2 0 mM HEPES und 
10% fotales Kalberserum (Boehringer Ingelheim) zugesetzt 
waren. Die Grundkonzentration an Kupfer betrug 0,8 fM. CUR3- 
Zellen wurden in einem Medium mit 200 fM zugegebenem Kupfer 
gezuchtet . 

Metabolische Markieruna und Immunprazipitation 
Stabil transf izierte CHO-Zellen einer Kulturschale (60 mm) 
wurden mit 2 ml essentiellem Minimalmedium (MEM) , das kein 
Methionin enthielt (Sigma, Miinchen) und mit 220 //Ci 
t 35 S ] Me thionin ( Amersham, Braunschweig) und 5% N 2 
supplementiert worden war, 4 Stunden behandelt. Das 
konditionierte Medium (CM) und die Zellen wurden geerntet und 
immunprazipitiert . Zuvor wurden die Proteinkonzentrationen 
mittels eines u BioRad"-Proteinassays (Bradford et al., Anal. 
Biochem. 72., S. 248-254 (1976)) bestimmt oder die radioaktiv 
markierten Proteine wurden mit 10% Trichloressigsaure (TCA) 
prazipitiert und das eingebaute [ 35 S ] Methionin gemessen 
(Beckman LS 6000IC) . Die Zellen wurden in Extraktionspuf f er 
lysiert, der 50 mM Tris-HCl (pH-Wert 7,5), 150 mM NaCl, 2 mM 
EDTA, 2% Triton X-100, 2% NP40, 10 //g/ml Aprotinin und 10 
//g/ml Leupeptin enthielt. Zur Entfernung von Zelltrummern 
wurden das Lysat und das Medium 10 Minuten bei 13 ,000 x g 
zentrifugiert und das Medium auf 25 mM Tris-HCl (pH-Wert 8, 5) , 
1 mM PMSF, 10 fig/ml Aprotinin, 10 /zg/ml Leupeptin, 0,5% Triton 
X-100 und 0,5% NP40 eingestellt. Die solubilisierten Proteine 
wurden in 100 mM Tris-HCl (pH-Wert 7,5), 300 mM NaCl und 4 raM 
EDTA 1:2 verdunnt . Die Uberstande wurden uber Nacht bei 4°C mit 
APP-Antikorpern bei ^ end-over-end" -Rotation in in einem 
Uberkopf schtittler inkubiert. In einigen Experimenten wurden 
die erhaltenen Uberstande im AnschluS daran mit AS-Antiserum 
analysiert. Immunkomplexe wurden mit Protein-A-Sepharose 
gewonnen und wie in (Weidemann et al . , Cell 57., S. 115-126 
(1989)) beschrieben analysiert. 

Antikorper und Elektrophorese 

Zum Nachweis von APP gegen rekombinantes Fd-APP77 0 gerichtete 
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polyclonale Kaninchen-Antikorper (Antiserum 22734/6 gegen die 
Aminosaurereste 18-687 von APP770 oder Antiserum 23850/6 gegen 
die AAP-Aminosaurereste 18-491 (Figur 1) wurden zur 
Prazipitation 1:500 verdunnt . Die Antiseren wurden nach den 
dem Fachmann bekannten Standardmethoden im Labor hergestellt. 
A£, p3 . 5 und p3 wurden von dem polyclonalen Antikorper 730 
(Verdunnung 1:50; AS, p3 . 5 und p3 wurden gleichermaSen 
prazipitiert) erkannt, der gegen ein synthetisches Peptid 
erzeugt worden war, das den AS-Aminosaureres ten 1-40 entsprach 
(Figur 1) . AG und seine Derivate wurden durch 10-20% Tris- 
Tricin-Polyacrylamidgele und APP durch 7% Tris-Glycin- bzw. 7% 
Tris-Tricin-Polyacrylamidgele auf getrennt . Fur Iiranunblotts 
wurden Zellextrakte und extrazellulares Medium mit 10% TCA 
prazipitiert, mit Azeton gewaschen und in Probenpuffer gelost. 
Nach der Elektrophorese wurden die Gele wie in (Simons et al . , 
J. Neurosci 16, S. 899-908 (1996)) beschrieben 
weiterverarbeitet und mit dem u Fuj i-Bas- Phosphor Imager" -System 
quantitativ ausgewertet . Die Daten wurden als Mittelwerte +/- 
Standartabweichung ausgedruckt und, falls nicht anders 
angegeben, reprasentieren diese das Ergebnis von mindestens 
zwei getrennten Versuchen. 

Wirkstof f behandunqen und LDH-Assav 

Wahrend des Markierungszeitraums wurden zu dem Zuchtmedium 
Kupfer- oder Zinkchlorid (Konzentrationen : 5 £zM bis 200 fM) 
gegeben. D ( - ) - Penicillamin (PEN; Sigma) , 
Bathocuproindisulf onat (BC; Aldrich) und 1 , 10-Phenanthrolin 
(PEN; Sigma) wurden zu dem Medium bis zu einer 
Endkonzentration von 100 iM (PEN und BC) bzw. 200 fM (PEN) 
gegeben. Die Lebensf ahigkeit der Zellen wurde anhand des 
Laktatdehydrogenase (LDH) -Austritts in die Kultur gemessen 
(41) . Der LDH-Austritt wurde als Enzymak t i vi t a t 
(Einheiten/Liter) nach 2 und 4 Stunden in dem Medium von 70% 
konfluenten Monolayern von CHO-Zellen in nach Dulbecco 
modif iziertem "Eagle" -Medium (DMEM) gemessen. 
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Beispiel 2: APP -Express ion in Zellen, die mit APP695 

codierender cDNA transfiziert waren 

Zur Untersuchung der Rolle von Kupfer auf die APP- 
Prozessierung bei abnehmenden Kupf erkonzentrationen bzw. 
ansteigenden Kupf erkonzentrationen (0 - 2 00 ^M) wurden die 
parentale CHO-Kl-Zellinie und die Kupf er-resistente CUR3- 
Zellinie verwendet . CUR3-Zellen wurden zur Untersuchung der 
Rolle von intrazellularem Kupfer auf die APP-Prozessierung 
verwendet. Im Vergleich zu CHO-Kl-Zellen zeigen CUR3 -Zellen 
geringere intrazellulare Kupf erkonzentrationen, was durch ein 
verstarktes Ausstromen von Kupfer als Folge einer um den 
Faktor 7 0 erhohten Konzentration der "Menkes P-type ATPase 
copper efflux pump" (intra, z e 1 1 u 1 a r e 
Kupf erpumpe/intrazellul ares Kupf erexport-System) hervorgeruf en 
wird. 

Nach Transfektion von CHO-K1- und CUR3-Zellen mit cDNA, die 
APP695 mit einem N- terminal en c-myc-Epitop codierte (Figur 1) , 
war APP-Expression mittels Immunprazipitation mit polyclonalem 
c-myc -Anti serum und darauf f olgenden Immunblotts mit dem 
monoclonalen Antikorper 22C11 leicht nachweisbar (Figur 2a f b) . 
Der polyclonale c-myc -Antikorper immunprazipitierte c-myc- 
getaggtes APP695 mit einem relativen MG von 105 kDa aus dem 
Zellysat (cAPP695) und dem konditionierten Medium (sAPP695) . 
Entsprechend den Erwartungen konnte c-myc-APP695 weder. in dem 
Lysat noch in dem Medium von Zellen/ die nur mit pcDNA3 
transfiziert worden waren, nachgewiesen werden. 

Beispiel 3: Abnahme der Afi-Konzentration in Abhangigkeit 

von ansteigenden Kupf erkonzentrationen 

Zur Untersuchung der Regulation des APP-Metabolismus durch 
Kupferionen wurden mit APP695 stabil transf izierte CHO-Zellen 
4 Stunden mit 35 S-markiertem Methionin in Gegenwart von 
verschiedenen Kupf erkonzentrationen markiert und nach 
Immunprazipitation mit polyklonalen Antikorpern, die APP 
erkennen (22734/6) bzw. die A£ und p3 erkennen (730) wurde die 
Sezernierung der APP-Ektodomane, von AS und p3 gemessen. 
Zellysate von CUR3 -Zellen zeigten eine Bande bei 105 kDa, die 
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dem unreifen cAFP695-Holoprotein entspricht (Figur 3a) . In 
konditioniertes Medium abgegebene APP695-Derivate wurden als 
Banden von 105 und 97,5kDa (Figur 3b) nachgewiesen, wobei sich 
diese wahrscheinlich . dadurch unterscheiden, daS die obere 
Bande einen hoheren Gehalt an Sialinsauren aufweist. Wahrend 
des ganzen Experiments zeigten die Zellinien keine verringerte 
Lebensf ahigkeit . 

Bei der Inkubation von CUR3-Zellen mit ansteigenden 
Kupf erkonzentrationen stieg die Konzentration des APP- 
Holoproteins und von loslichem APP signifikant an. Im 
Vergleich zu dem Basalmediuin wurde ein Maximum an sAPP mit 
265% bei 50 fJM Cu(II) erreicht, bevor eine allgemeine 
Produktion von sezernierten Proteinen . induziert wurde (Figur 
3c; Tabelle 1). Die Sezernierung von p3 , dem C-terminalen 
Gegenstuck zu sekretorischem APP, das durch Spaltung mit 6c- 
Secretase erzeugt wird, stieg zwischen 2 0 /zM und 50 /zM im 
Medium auf 270% an (Figur 3d; Tabelle 1) . Die 
Immunprazipitation der von dem A£-Bereich von APP stammenden 
radioaktiv markierten Peptide erfolgte mit dem Kaninchen- 
Antiserum 730, das AS (4,5 kDa) , p3 . 5 (3, 5 kDa) und p3 (3 
kDa) erkennt (Figur 1). Ein Uber schrei ten einer 
Kupf erkonzentration von 50 fM im Medium beeinfluSte den 
allgemeinen Proteinmetabolismus und der Prozentsatz an cAPP 
war deutlich hoher bei 550% (Figur 3c; Tabelle 1) . Im 
Gegensatz dazu war die A£-Konzentration stark erniedrigt, bei 
50 fM Kupfer waren lediglich 20% der Basalkonzentration 
vorhanden und liber 100 fM war in CUR3-Zellen AS kaum 
nachweisbar (Figur 3d,e). Dies wurde auch fur p3 . 5 ermittelt 
(Figur 3d), was die fruhere Beobachtung bestatigt, dafi p3 . 5 
das Produkt eines alternativen £-Secretase-Stof fwechsels ist. 

Tabelle 1: Modulation der APP-Prozessieruna in CHO-Zellen* 



sAPP695c APP695 p3 AS 

CUR3 (50 fM Cu(II)) 265 550 270 20 

CUR3 (Cu(I) /Cu(II)Entzug)77 205 50 100 

Kl (10 fJM Cu(II)) 475 295 154 20 

Kl (Cu(I)/Cu(II)Entzug) 170 190 171 100 
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Beispiel 4: Stimulation der AS-Peptidproduktion durch 

Komplexbildung von Kupfer (I)-Ionen mit 
Bathocuproin bzw . der Kupfer ( II ) - lonen durch 
Penicillamin 

Die folgenden Untersuchungen wurden durchgef uhrt , um zu 
uberprufen, ob cAPP, sAPP und nachfolgende Abbauprodukte durch 
einen Kupf ermangel moduliert werden. Um zu untersuchen, ob 
Kupfer(II) fur die APP-Expression und die Prozessierung 
erforderlich ist, wurde Kupfer (II) mittels des Kupfer (II)- 
Chelatbildners D-Penicillamin (PEN) und Kupfer (I) mittels des 
nicht Zell-permeablen Kupfer (I) -Chelatbildners 
Bathocuproindisulf onsaure entfernt. Es zeigte sich, da£ die 
Produktion an A£ und p3 . 5 nicht beeinflufet wurde, wahrend al- 
lerdings die Konzentration von sAPP und p3 auf 77% bzw. 50% 
erniedrigt war (Figur 3d,e; Tabelle 1) . Dies zeigt, da£ die 
Kupf er (II) -induzierten Veranderungen auf einer spezifischen 
Modulation des APP-Metabolismus durch Kupfer beruhen. 

Beispiel 5: Untersuchung der endogen exprimierten KPI 

enthaltenden APP751/770-Isof ormen in CHO-K1- 
Zellen. 

Die endogen exprimierten KPI ( Pro teas e-Inhibi tordomane vom 
Kunitz-Typ, die durch alternatives SpleiSen in APP751 und 
APP770 gebracht wird) enthaltenden Isoformen APP751/770 wurden 
in CHO-Kl-Zellen durch Immunpraz ipi tat ion von mit 

[ 35 S]Methionin markierten Proteinen aus dem Zellysat und 
konditionierten Medien mit polyclonalem APP-Antiserum 22734 

(Figur 1; Figur 4a, b) untersucht . Die Sezernierung von KPI-AAP 
entsprach der von c-myc-APP695 (Figur 4) . Zwei Hauptbanden mit 
einem relativen Molekulargewicht von 130 kDa und 105 kDa 
entsprechen sAPP751/770 bzw. SAPP695. Letzteres konnte auch 
mit anti-c-myc-Antiserum prazipitiert werden. Bei Inkubation 
der CHO-Kl-Zellen mit ansteigenden Kupf erkonzentrationen 
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stiegen die APP-Spiegel und p3-Spiegel signifikant (APP: cAPP 
auf 295%, SAPP695 auf 475% und SAPP751/770 auf 275% bei 10 [M 
Kupfer und p3 auf 154% bei 10 fM Kupfer; Figur 4a-e; Tabelle 
1) . Gleichzeitig verringerte sich die AS-Produktion dramatisch 
bis unter die Nachweisgrenze (Figur 4d,e). In Gegenwart von 
Kupf erchelatbildnern betrugen die sAPP695-Sezernierung 170% 
(Figur 4b / c) / die sAPP751/770-Sezernierung 190% (Figur 4b, c; 
Tabelle 1) und die p3-Sezernierung 171% (Figur 4d,e; Tabelle 
1) - 

Weiter wurde der relative Spiegel an SAPP695, p3 und AS, die 
von konditioniertem Medium von CHO-Kl-Zellen (a) und CHO-CUR3- 
Zellen (b) immunprazipitiert wurden, quantif iziert . Das 
Ergebnis ist in Fig. 5 gezeigt. Die Zunahme an SAPP695 
(schwarze Karos) erreichte in Kl-Zellen ein Maximum bei 10 fM 
Cu(II) (a) und in CUR3-Zellen bei 50 //M Cu(II) (b) ; danach 
erfolgte wieder eine Abnahme . Die Veranderung des sAPP- 
Spiegels (offene Dreiecke) trat im Vergleich zu den 
Veranderungen mit dem p3 -Protein, das den Maximalspiegel bei 
etwas geringeren Cu (II) dosierungen erreichte, spater ein, was 
hochstwahrscheinlich durch die hphere Halbwertszei t im 
Vergleich zu sAPP bedingt ist. Im Gegensatz dazu stiegen die 
A£-Spiegel (schwarze Quadrate) in beiden Zellinien bei Cu(II)- 
Konzentrationen unter dem Basalspiegel drastisch an. Der erste 
Datenpunkt wurde bei der basalen Kupf erkonzentrat ion ermittelt 
(0,8 fM Cu(II) ) . 

Beispiel 6 s Identif izierung von Kupf er agonist en fiir APP mit 

Inhibitorwirkung auf die Freisetzung des 
Amyloid- AE-Pept ids 

Das Kupf er-bindende Peptid von APP und APLP2 (homologes 
Protein zum APP, das ebenso wie APP und APLP1 zur APP- 
Genfamilie gehort) , APPN2 62 (eine kiinstlich erzeugte, C- 
terminal verkurzte Form von APP, das aus den N-terminalen 262 
Resten des APP besteht) und weitere kiinstlich erzeugte APP- 
Formen, die sukzessive urn einzelne Domanen vom C-Terminus 
verkurzt sind) , die Kupf erbindungsstelle tragenden Varianten 
von APP und APLP2 sowie Fragmente davon wurden mit einer 
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unterschiedlichen Konzentration an Zn(II) inKontakt gebracht . 
Die verwendeten Zn 2+ -Konzentrationen betrugen 10 fJM, 50 pM, 100 
fM und 200 /xM. Im Anschlute daran wurde untersucht , ab welcher 
Konzentration an Zn(II) die Freisetzung des Afi-Peptids gehemmt 
werden kann. Dazu wurden folgende Versuche durchgef iihrt : 
(1) CHO-Zellen, die stabil mit humanem APP695 transfiziert 
war en, wurden in MEM Medium mit den oben genannten 
Konzentrationen an Zn(II) (10 bis 200 /xM in PBS) inkubiert. 
Als Kontrollen wurden auch CHO-Zellen mit Kupferionen (10 bis 
50 /xM.in PBS) oder ohne jeden Zusatz inkubiert. Die Produktion 
von A£(Gesamt) , A&40 und AS42 wurde qualitativ und quantitativ 
mit polyclonalen und monoclonalen Antikorpern bestimmt. Der 
Nachweis von APP, AS und p3 erfolgte nach biosynthetischer 
Markierung mit 35 S-Methionin wie folgt. Die stabil trans- 
fizierten CHO-Zellen, die wie oben erwahnt mit den jeweiligen 
Substanzen inkubiert wurden, wurden mit 220 fiCi 35 S-Methionin 
fur 4 Std. inkubiert. Konditioniertes Medium und Zellen wurden 
geerntet und die gelosten Proteine fur die Immunprazipitation 
eingesetzt. Zuvor wurden die Proteinkonzentrationen mit dem 
Protein-Nachweis-Kit der Fa. BioRad bestimmt und die Menge an 
eingebauter Radioakt ivi tat uber Szint ilat ionszahlung 
ermittelt. Die Zellen wurde in Extraktionspuf f er (50 mM Tris- 
HC1,. pH 7,5, 150 mM NaCl , 2 mM EDTA, 2% Triton X-100, 2 % 
NP40, 1 mM PMSF, 10 ptg/ml Aprotinin und 10 fig Leupeptin) 
lysiert. Zelltrummer wurden fiir 10 Min. bei 13.000 x g 
abzentrifugiert und der Uberstand auf 25 mM Tris-HCl, pH 8,5, 
1 mM PMSF, 10 /xg/ml Aprotinin, 10 fig /ml Leupeptin, 0,5% Triton 
X-100 und 0,5% NP40 eingestellt. Die Proteinlosung wurde 1:2 
verdtinnt mit 100 mM Tris-HCl, pH 7,5, 300 mM NaCl und 4 mM 
EDTA. Die Uberstande wurden mit den oben genannten 
polyklonalen APP- und AS-Antikorpern uber Nacht bei 4°C 
inkubiert, die gebildeten Immunkomplexe mit Protein A 
Sepharose isoliert und analysiert gemaS dem in Ida et al . , J. 
Biol. Chem. 271, S. 22908-22914 beschriebenen Verfahren. 

Es zeigte sich, daS mit einer Konzentration ab 50 /xM Zn(II) 
die AE-Produktion dramatisch reduziert werden konnte . Eine 
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erniedrigte Sezernierung von APP in CHO-Kl-Zellen und in CUR3- 
Zellen zeigte sich bei den Zn ( II ) -Konzentrationen iiber 50 fiM, 
mit einer um 60% verminderten A£-Produktion bei 50 fiK Zn(II) 
fur CUR3-Zellen (Kl: 20%), 90% bei 100/xM Zn(II) (Kl:305) und 
99% bei 200a*M Zn(II) (Kl: 60%). Uber 200 fiM Ca(II) war keine 
weitere Abnahme der AE-Produktion mehr zu verzeichnen, wobei 
hier die Nachweisgrenze erreicht wurde. 

(2) Aus transgenen Mausen, die das A£-Peptid mit der humanen 
Sequenz exprimierten, wurden primare Neuronen isoliert und 
deren AE-Produktion wie unter (1) beschrieben bestimmt. 

(3) Transgenen Mause (siehe (2)) wurden die oben genannten 
Zn (II) -Konzentrationen in PBS oral, i.v., i.p., s.c. und i.e. 
appliziert und die A£-Produktion wurde im ZNS und im Blut (das 
aus der Schwanzvene entnommen wurde) analog wie vorstehend 
unter (1) beschrieben bestimmt. Das aus der Schwanzvene der 
Mause gewonnene Serum (150-200 fil) wird mit PBS-Puffer auf 500 
fil Volumen aufgefullt und mit 5 fig monoklonalem Antikorper WO- 
2 (Ida et al . , s.o,) und 20 fil einer 1:1 Suspension von 
Protein G-Sepharose uber Nacht bei 4°C auf einera 
Uberkopf schiittler inkubiert . Der resultierende Uberstand wird 
anschlie&end mit polyklonalen Antikorpern (22734/6) gegen APP 
inkubiert und die Immunkomplexe wie vorstehend unter (1) 
beschrieben analysiert. Die AS- Immunkomplexe werden mit Hilfe 
12-%iger Bis-Tricin Novex Gele entsprechend den Angaben des 
Herstellers auf getrennt und der . relevante Molekulargewichts- 
bereich nach der Ubertragung der Proteine auf ein 
Nitrozellulosef ilter (380 mA bie 4°C fur 40 Minuten) mit dem 
monoklonalen Antikorper WO- 2 mit der ECL-Technik geraaE Ida et 
al.,s.o. analysiert. Auch hier war das Ergebnis, daS ab einer 
Konzentration von 50 fiM Zn(II) eine Abnahme der AS-Produktion 
erzielt werden konnte . 
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Patentanspniche 

1. Kupf eragonist , dadurch gekennzeichnet , daS er an die 
Kupf erbindungss telle des Amyloid-Precursorprotein (APP) 
bindet und/oder die Freisetzung des Amyloid-A£-Peptids 
verringert oder verhindert. 

2. Kupf eragonist nach Anspruch 1, wobei es sich urn divalente 
Metallionen, Oligopeptide, Oligonukleotide, 
Oligosaccharide, Nukleotidanaloga, chemische 
Substanzbibliotheken oder niedermolekulare Naturstof f e 
aus Mikroorganismen bzw. Pflanzen handelt. 

3. Arzneimittel , die den Kupf eragonisten nach Anspruch 1 
oder 2, gegebenenf alls in Kombination mit einem 
pharxnazeutisch vertraglichen Trager enthalten. 

4. Verwendung des Kupf eragonisten nach Anspruch 1 oder 2 zur 
Herstellung eines Arzneimittels zur Prevention oder 
Behandlung der Alzheimer Krankheit. 

5. Verfahren zur Identif ikation eines Kupf eragonisten, der 
an die Kupf erbindungsstelle von APP bindet und/oder eine 
heitimende Wirkung auf die Freisetzung des Amyloid-A£- 
Peptids ausubt, das durch folgende Schritte 
gekennzeichnet ist: 

(a) Inkont aktbr ingen von APP oder eines die 
Kupf erbindungsstelle tragenden Fragments davon mit 
verschiedenen Konzentrationen einer Verbindung, die 
potentiell die obige Wirkung hat, 

(b) Nachweis einer Abnahme des Afi-Proteins. 

6. Verfahren nach Anspruch 5, wobei der Nachweis der Abnahme 
des Afi-Proteins mittels ELISA oder Immunprazipitation aus 
Zellkultursystemen erfolgt. 

7. Verfahren zur Identif ikation eines Kupf eragonisten, der 
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an die Kupf erbindungss telle von APP bindet und/oder eine 
henunende Wirkung auf die Freisetzung des Amyloid-A£- 
Peptids ausiibt, das durch folgende Schritte 
gekennz e i chne t i s t : 

(a) Inkontaktbr ingen von APP oder eines die 
Kupf erbindungss telle tragenden Fragments davon mit 
einer sich in Losung befindenden oder immobilisier- 
ten Substanzbibliothek bzw. mit niedermolekularen 
Substanzen aus Mikroorganismen und/oder Pflanzen, 

(b) bei Verwendung einer sich in Losung befindenden 
Substanzbibliothek oder fltissigen niedermolekularen 
Substanzen Immunprazipitation des kompetitiven oder 
nicht-kompetitiven Kupf erbindungss telle /Liganden- 
Komplexes aus der Losung mit Antikorpern, die fur 
APP oder das Fragment davon spezifisch sind oder bei 
Verwendung einer immobilisierten Substanzbibliothek 
Freisetzung des Liganden aus dem Kup- 
f erbindungsstelle/Liganden-Komplex durch Zugabe von 
Kupf ersalzen, 

(c) Identif ikation des Liganden, und 

(d) Selektion von Liganden, die nach Bindung an die 
Kupf erbindungsstelle von APP eine hemmende Wirkung 
auf die Freisetzung des Aniyloid-AE-Peptids ausiiben, 
wobei wahlweise Schritt (d) auch vor Schritt (c) 
erfolgen kann. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, wobei Schritt (d) die 
Inkubation von stabil mit humanem APP695 transf izierten 
Saugerzellen mit dem aus den Schritten (a) bis (c) 
erhaltenen Liganden und die Bestimmung der Produktion des 
Amyloid-AS-Peptids mit polyclonalen oder monoclonalen 
Antikorpern umfaSt. 

9, Verfahren nach Anspruch 7, wobei Schritt (d) die 
Verabreichung des aus den Schritten (a) bis (c) 
erhaltenen Liganden an transgene Sauger, die das humane 
Amyloid-AS-Peptid exprimieren, umfa£t, die Gewinnung 
einer Probe aus dem ZNS oder dem Blut und die Bestimmung 
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der Produktion des Amyloid-A£-Peptids mit polyclonalen 
oder monoclonalen Antikorpern . 
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